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bei Hormon- Antikörperreaktionen
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Insofern sich die Sätze der Mathematik auf die Wirklich-
keit beziehen, sind sie nicht sicher, und insofern sie
sicher sind, beziehen sie sich nicht auf die Wirklichkeit.
ALBERT EINSTEIN
Faßt man Antikörper als allosterische Proteine, Hormone als die zugehörigen Liganden auf, so ergeben homotrope, kooperative allo-
sterische Effekte aufsteigende B/F-Kurven. Die formelmäßige Beschreibung der Hormon-Antikörperreaktion folgt dabei dem Modell
von MONOD-WYMAN-CHANGEUX.
Die zentrale Gleichung des von uns in einer früheren Arbeit empirisch gefundenen stark vereinfachten Modells aufsteigender B/F-Kurven
stellt sich als Spezialfall einer bereits 1910 von HILL angegebenen Formel für die sigmoidalen Kurven bei der Bindung von Sauerstoff
an Hämoglobin dar. Bei der quantitativen Beschreibung von Hormon-Antikörperreaktionen hat man die Heterogenität der Antikörper-
populationen zu berücksichtigen. Es wird gezeigt: Heterogenität und Kooperativität können sich in der Weise überlagern, daß trotz
homotroper Effekte ein ScATCHARD-plot linear abfallende B/F-Kurven ergibt.
Homotropic cooperative effects and rising B IP-curves in hormone-antibody reactions
If antibodies are considered as allosteric proteins, and hormones as the corresponding ligands, then homotropic, cooperative allosteric
effects are represented by rising B/F curves. The formalized description of the hormone-antibody reaction thus agrees with the model of
MONOD, WYMAN and CHANGEUX.
In an earlier publication we derived empirically a greatly simplified model for rising B/F curves. The central equation of this simplified
model represents a special case of the formula for the sigmoidal curves for the binding of oxygen to haemoglobin, which was reported
by HILL in 1910. In the quantitative study of hormone — antibody reactions, the heterogeneity of the antibody populations must be taken
into account. It is shown that heterogeneity and cooperative activity can overlap, so that a S CATCH ARD plot can give linearly decreasing
B/F curves, in spite of homotropic effects.
Die Frage einer quantitativen Beschreibung der von die sich aus mehreren Untereinheiten zusammensetzen,
BOHR 1903 beobachteten sigmoidalen O2-Dissoziations- ist inzwischen in vielen Versuchssystemen experimentell
kurven bei der Bindung von Sauerstoff an Hämoglobin gut bestätigt (l, 2). Der kooperative Effekt bei der O2-
war jahrzehntelang Gegenstand ausführlicher Unter- Bindung an Hämoglobin erscheint inzwischen nicht
suchungen. Die von HILL 1910 empirisch gefundene mehr als vereinzeltes Phänomen, sondern eher als ein
Beziehung Fall von vielen in einer sehr allgemeinen Situation (2).
V\ _ K *Pn / ^ 2 c\ Im Zusammenhang mit der radioimmunchemischen
' ' ~~ ""l + Kpn » '' Bestimmungsmethode von ACTH beschrieben MAT-
die formal einem Gleichgewicht Hbn + nO2 ^=±- SUKURA et al. 1971 einen kooperativen Effekt bei der
Hbn(O2)n entspricht, konnte in guter Annäherung die Bindung von ACTH an spezifische Antikörper (3).
experimentellen Daten beschreiben. Die gleiche Frage Die Kooperativität ergibt hier auf steigende B/F-Kurven. "
ist später neben anderen von ADAIR (1925), PAULING Das Phänomen aufsteigender B/F-Kurven erscheint
(1935) und sehr viel später nach einer genaueren uns aufgrund eigener Untersuchungen (4) als ein
Strukturaufklärung des Hämoglobinmoleküls durch spezieller Fall einer sehr allgemeinen Situation:
PERUTZ et al. (1960) von MONOD-WYMAN-CHANGEUX Aufsteigende B/F-Kurven sind inzwischen auch bei
(1964) und in anderer Weise von KOSHLAND-NEMETHY- anderen Hormon-Antikörperreaktionen nachgewiesen,
FILMER (1966) diskutiert worden. Die Annahme einer nämlich außer beim ACTH auch noch bei folgenden
indirekten Beeinflussung von verschiedenen Bindungs- Hormonen: beim Trijodthyronin (T3), beim mensch-
stellen eines Proteins gegen einen oder verschiedene liehen Calcitonin (HCT), beim Parathormon (PTH), bei
Liganden z. B. bei Enzym-Substrat-Reaktionen, die dem humanen Placental Lactogen (HPL), beim Gastrin,
Annahme von Konformationsänderungen bei Enzymen, beim thyreotropen Hormon (TSH) und beim mensch-
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liehen Choriongonadotropin (HCG) (5), die Frage einer
theoretischen Behandlung dieses Phänomens ist noch
nicht ausdiskutiert1).
Eine erste quantitative Beschreibung aufsteigender
B/F-Kurven bei 'Antiseren gegen Trijodthyronin ist
kürzlich von uns gegeben worden (4). Dabei gingen
wir von einem Gleichgewicht der Form
(Gl. 2) 2H + AK ^  H2AK
(Gl. 3) K[h]2([AK] - [h2ak]) = [h2ak] aus2).
Mit B = 2 [h2ak] und F = [h] hat man dann wegen
Gleichung 3 :
B K-F 2
2[ÄKf = 1 - f -K-F 2 '
Dies entspricht genau der von HILL 1910 angegebenen
quantitativen Beziehung in Gleichung l mit n = 2.
Es liegt jetzt nahe zu fragen, inwieweit sich die quanti-
tative Beschreibung von Hormon-Antikörperreaktionen
einem allgemeinen Schema unterordnet, ob man z. B.
das Modell von MONOD-WYMAN-CHANGEUX auf diese
Situation anwenden kann. Dies Modell beschreibt die
experimentellen Daten bei der Bindung von Sauerstoff
an Hämoglobin besser, als das mit Gleichung l möglich
ist. ·. \
In der vorliegenden Arbeit wird noch einmal kurz die
klassische Situation bivalenter Antikörper und mono-
valenter Antigene unter der Annahme diskutiert, daß
sich die zwei Bindungsstellen weder direkt noch indirekt
beeinflussen. Danach wird die qualitative Gestalt der
theoretischen B/F-Standardkurven untersucht, die bei
Anwendung des MoNODschen Modells zu erwarten
sind, wenn man eine allosterische Konformations-
änderung der Antikörpermoleküle voraussetzt, die bei
Bindung eines Hormonmoleküls stabilisiert wird.
Mehrfache Gleichgewichte
bei Hormon- Antikörperreaktionen
Geht man bei der Hormon-Antikörperreaktion von
zwei gekoppelten Gleichgewichten
(G1.5) H + AK ^ . HAK
(Gl. 6) H + HAK -^ H2AK
aus, so hat man nach dem Massenwirkungsgesetz
(Gl. 7) [hak] = K±\h] [ak]
(Gl. 8) [h2ak] = K2[h] [hak]
mit Affinitätskonstanten Kx und K2, [h], [ak], [hak]
und [h2ak] bezeichnen dabei die jeweils beim Gleich-
gewicht vorhandenen Konzentrationen. Setzt man vor-
aus — und das ist wegen der Symmetrie der Antikörper-
moleküle eigentlich naheliegend — , daß die Gleich-
gewichtskonstanten beider Bindungsstellen gleich sind,
und daß keine gegenseitige Beeinflussung stattfindet,
gso hat man bei Berücksichtigung des statistischen Fafe-
*) Vgl. Beiträge von B. D. WEINTRAUB und D. RODBARD, IV.
Int. Congr. of Endocrinology, Washington, June 1972, sowie:
WEINTRAUB, B. D., ROSEN, S. W., MCÜAMMON, J. A. & .PERL-
MAN, R. L.: (1973), Endocrinology im Druck.
2) Abkürzungen siehe Anhang.
tors 4 = Ki/Kg (6) mit Kx = 2K und den Gleichungen
7 und 8:
(Gl. 9) [hak] = 2K [h] [ak]
(Gl. 10) [h2ak[ = K* · [h]2[ak].
Bezeichnen jetzt [H] und [AK] die jeweiligen Aus-
gangskonzentrationen vor dem Gleichgewicht und
setzt man weiter




2[hgak] + [hak] 2[h2ak] + [hak]
B/F(Gl. 11) 2[h2ak] + [hak] = [H]
Weiter ist dann:
(Gl. 12) [h] = [H] - [H]
 T5^ =
Mit Gleichung 9 und Gleichung 10 hat man dann weiter:
(Gl. 13) B/F = 2K[ak] + 2K2[h] [ak] =
Um B/F als Funktion von [H] zu kennen, hat man in der
letzten Gleichung nur noch [ak] als Funktion der An-
fangskonzentration [H] und des Quotienten B/F aus-
zudrücken. Mit der Gleichung 9 ergibt sich dann nach
elementaren Umformungen und mit den Abkürzungen
R == B/F und = [H] :
(Gl. 14) R2 + R(l + Kx - 2K[AK]) - 2K[AK] = 0.
Geht man anstelle von Gleichung 5 und Gleichung 6
von einem einfachen Gleichgewicht
H + AK ^  HAK
K [h] [ak] = [hak] und monovalenten Antikörpern aus,
so erhält man anstelle von Gleichung 14 die bekannte
Hyperbelgleichung
(G1.15)R2+R(l+Kx-K[AK])-K[AK]=0(l.c.7).
Gleichung 14 beschreibt B/F als Funktion von der
eingesetzten Hormonkonzentration [H] wie Gleichung
15 als abfallende Hyperbel, aber mit anderen konstanten
Parametern. Die Symmetrie der Bindungsverhältnisse
stillschweigend vorausgesetzt, ergibt sich aus dem eben
Gezeigten, daß ein bivalentes Verhalten der Anti-
körpermoleküle allein noch keine aufsteigenden B/F^
Kurven hervorruft. Wenn — wie früher gezeigt
(1. c. 4) — aus einem Gleichgewicht
aufsteigende B/F-Kurven resultieren, so liegt dies
wesentlich daran, daß sich die Gleichgewichte
H + AK -^ HAK
H + HAK — HaAK mehr nach HaAK verlagern,
mehr als das in der klassischen Situation statistisch zu
erwarten ist. Die Vernachlässigung der Komplexe
HAK ermöglicht zwar eine erste formelmäßige Be-
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Schreibung der experimentellen Daten, liefert aber auf
der anderen Seite noch keine befriedigende Erklärung
aufsteigender B/F-Kurven.
Es liegt nahe, die Möglichkeit zu diskutieren, daß ein
ausgeprägter kooperativer Effekt die Bindung der zwei
Hormonmoleküle an den Antikörper begleitet und in
erster Näherung die Vernachlässigung der Komplexe
HAK erlaubt.
Das Symmetriemodell bei Hormon-Antikörper-
reaktionen
Macht man Konformationsänderungen der Antikörper-
moleküle für den kooperativen Effekt bei der Bindung
der Hormonmoleküle verantwortlich, so kann man für
die Beschreibung des Bindungsverhaltens auf zwei
Modelle zurückgreifen: sowohl das MoNODsche als
auch das KosHLANDSche Modell können kooperative
Effekte quantitativ beschreiben.
In dieser Arbeit wird nur die Anwendbarkeit des
MoNODschen Modells (2) überprüft. Dies hat zwei
Gründe:
1. Die bei dem Studium des Gleichgewichts erhaltenen
Versuchsdaten ermöglichen innerhalb der experimen-
tellen Fehlergrenzen keine Unterscheidung beider
Modelle (8, 9).
2. Die mathematische Einfachheit des MoNOD-Modells.
Um Unklarheiten bezüglich der Terminologie und der
benutzten Abkürzungen zu vermeiden, werden hier
kurz die wesentlichen Hypothesen und Aussagen des
Modells zusammengestellt, dabei können wir uns
allerdings auf unsere spezielle Situation, d. h. auf
Dimere beschränken.
Das allosterische Modell "postuliert zwei Konfor-
mationen des betreffenden Oligomers, die sozusagen in
einem Prääquilibrium auch in Abwesenheit der Liganden
vorliegen. Die beiden Konformationen zeichnen sich
durch unterschiedliche Affinitäten gegenüber den Li-
ganden aus. Weitere Postulate sind: die Symmetrie des
allosterischen Proteinmoleküls in beiden Zuständen
und ein „Alles- oder Nichts"-Gesetz in dem folgenden
Sinn: die Untereinheiten des allosterischen Moleküls,
die „Protomere" haben innerhalb eines Moleküls die
gleiche Konfiguration, man geht also von gleich-
zeitigen Konformationsänderungen der identischen
Untereinheiten aus.
Nach dem PoRTERschen Strukturmodell für Anti-
körper vom Typ IgG (10) bestehen in unserer speziellen
Situation die zwei identischen Untereinheiten aus je
einer H- und einer L-Kette, beide Untereinheiten sind
spiegelsymmetrisch zu einer Ebene angeordnet und
werden durch Disulfidbrücken zusammengehalten.
Bezeichnen R0 und T0 die beiden postulierten Kon-
figurationen der Antikörpermoleküle, L die Gleich-
gewichtskonstante für das Gleichgewicht R0^±iT0,
KR und K die Dissoziationskonstanten der Hormon-
Antikörperbindung in dem R- bzw. T-Zustand, so
reagieren Hormon- und Antikörpermoleküle nach
folgendem Schema:
RI + H ^— R2 Tj + H -^ - T2.
Unter Berücksichtigung der statistischen Faktoren für








T — T12-11 2KT"
Mit
und
B = R! + 2R2 + Tx + 2T2,
TV"! _ T> l TJ j TD | *Tp | T1 | T1[AJCvJ = IV0 -J- IVjL -f- 1^ 2 "t" A 0 ~ i A l J-2
hat man dann:
(Gl. 16) -=- = -r^r- ·
r* JS.B»
Es wird hier gezeigt, daß sich bei stark ausgeprägten
homotropen allosterischen Effekten, d. h. für großes L















Nach Gleichung 16 tabellierte B/F-Kurven. Das qualitative Anfangs-
verhalten wird wesentlich von dem Grad der Kooperativität bestimmt.
L « 100; KB = l
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(Abb. 1). Bezeichnet [H] die Gesamthormonkonzentration, so ist
(Gl. 17) [H] = [h] + = ·« +2[ ]
Wegen zu studieren. B/P als Funktion von [H] wird genau
_|_ ) 4. L<XC (l -f ccc) \
)2 j — 1St
dann einen aufsteigenden Ast haben, wenn dies für
B/F als Funktion von oc der Fall ist. Mit der Bestimmung
der Lage des Maximums wird gleichzeitig die Existenz
(i 4.
 a)2 _|_ L (i 4- ca
~dT > ° und [H] ist Streng monoton wachsende des aufsteigenden Astes nachgewiesen. Bezeichnet
Funktion von a und umgekehrt. Um das qualitative · «MAX den -Wert mit maximalem B/F bei fester Anti-
Verhalten von B/F in Abhängigkeit von [H] zu unter- körperkonzentration, so ergibt sich [ ] aus
suchen, genügt es daher, B/F in Abhängigkeit von * Gleichung 17. Es ist nun
d(B/F)
da = — .2[AK]
((l + <x)° + L (l + coQ') (l + Lc') - ((l + «) + Lc (l + o»)) (2(1 + *) + 2Lc (l + ca))
und daher ist —:— = 0, je nachdem
occ <
((l + «)« + L(l + <*)») (l + Lc*) = ((l + a) + (Lc(l + ca)) ((2(1 + a) + 2Lc(l + c*))
ist und das ist äquivalent der Bedingung:
(l + Lc2 + Lc + L2c3)
2Lc2 + L2c4)
L + Lc2 —L2c2 —4Lc <
l + 2Lc2 + L2c* >
Für kleine c-Werte und großes L gibt es genau ein aMAX ^ 0 mit—-r*·— («MAX) =* 0, es is
1Rv18)
Für den maximalen B/F- Wert (B/F)ÄIAX gilt dann
(Gl. 19)
(B/F)MAX = — - [AK] C
2Lc2
L + Lc2 — L2c2 — 4Lc
l + 2Lc2 + L2c4
Da nach Gleichung 18 # nur von L und c abhängt,
hat man:
(B/F)MAX wächst linear mit steigender Antikörper-
konzentration.
Nach Gleichung 17 wächst auch die Konzentration
[H]MAX> die den maximalen (B/F)-Wert ergibt, linear
mit der eingesetzten Antikörperkonzentration.
Heterogenität der Antikörper
Die Untersuchung des Bindungsverhaltens und der
Bindungsstellen von Antikörpermolekülen wird durch
die ausgeprägte Heterogenität der meisten Antikörper-
populationen erschwert (11). So berichteten NISONOFF
und PRESSMAN von gekrümmten Kurven bei der Auf-
tragung der Gleichgewichtsdaten bei der Bindung von
^-Jodobenzoat an Anti-p-azobenzoat-antikörper und
zwar bei der Auftragung von 1/F gegenüber l/B, die
Bindungskurve krümmt sich zur 1/F-Achse. Dieses
Bindungsverhalten kann durch die bekannte SIPS-
Gleichung beschrieben und mit der Heterogenität der
Bindungsaffinitäten verschiedener Antikörpermoleküle
erklärt werden.
Ein solches „Krümmungsverhalten" ist dem von uns
kürzlich bei der Bindung von radioaktiv markiertem
Trijodthyronin (T3) an spezifische Antikörper gegen
T3 beobachteten genau entgegengesetzt. Die Vermutung
liegt nahe, daß Heterogenität und kooperative Effekte
bei Antikörpern sich antagonistisch überlagern (12),
unter Umständen sogar eine lineare Abhängigkeit von
1/F gegenüber l/B ergeben, ohne daß die Hormon-
Antikörperreaktion nach dem einfachen Schema:
H + AK — HAK
abläuft. Dieser Überlagerungseffekt von Heterogenität
und Kooperativität soll jetzt quantitativ diskutiert
werden. Die Heterogenität der Antikörpermoleküle
wird dabei nach SIPS (13) durch eine zu einem Mittel-
wert K0 symmetrische Verteilungsfunktion f (K) für die
Affinitätskonstanten K der einzelnen Antikörpermole-
küle beschrieben und die kooperative Bindung der
Hormonmoleküle an die bivalenten Antikörpermole-
küle folgt in erster vereinfachter Näherung dem in
L c. (4) benutzten Schema von Gleichung 2, welches die
Komplexe HAK vollständig vernachlässigt. In einem
infinitesimalen Bereich ist dann der Quotient aus der
Anzahl der Bindungsstellen mit einer bestimmten
Affinitätskonstanten K zu der Gesamtänzahl der über-
haupt verfügbaren Bindungsstelleri der Antikörper-
moleküle durch
dN




und damit nach Gleichung 2:
[AK]d[ak] 1+KN2
= f(K)dK
• f (K) dK
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[AK] - J l + K[h]*





Wählt man jetzt nach Sn>s (13) f(K) so, daß
l - £(K) Kx
v
gilt mit einem Heterogenitätsindex V 0 5* V ii l,
so gilt
B K[h]2V(Gl. 20) l + K[h]2v -
Speziell für V = 1/2 erhalt man einen linearen Zu-
sammenhang zwischen l/B und 1/F. Heterogenität und
Kooperativität können sich also in der Weise über-
lagern, daß man allein aufgrund der Gleichgewichts-
daten eine Beschreibung der Hormon-Antikörper-
reaktion nach dem Schema:
H + AK ^  HAK
nicht ausschließen kann.
Experimentelle Untersuchungen
125/—T$-Bindungsversucbe (vgl. L c. 4)
125
 J—T3-Bindungsversuche wurden bei verschiedenen pH-Werten,
verschiedenen Inkubationstemperaturen und bei verschiedenen
Antikörperpopulationen durchgeführt nach folgendem Schema:
Inkubationsansatz:
1. 125J—-T3 (Byk-Mallinckrodt, Frankfurt), spezifische Aktivität
etwa 100 rnCi/mg;
2. 50 \ Arjtiserum (Endverdünnung 1:10000), Herstellung der
Antisera nach L c. (14);
3. 0,05mol/l Tris-Pufier pH 8,0 (bzw. pH 6,75, pH 9,0) mit
2,5 g/l Humanserumalbumin.
Ansteigende 125J—T3 Konzentrationen wurden mit einer kon-
stanten Menge Antiserum bei einem End volumen von 500 i
über 12h bei 4°C inkubiert. Die Wärmeinkubation erfolgte bei
37°C über 12h in einem temperaturkonstanten Inkubator. Die
Trennung von gebundenem und freiem markierten Hormon er-
folgte durch Zugabe von Dextran-gesattigter Holzkohle und
anschließendes Zentrifugieren (10min, 2000 U/min).
Um den Heterogenitätsgrad der verwendeten Antikörperpopu-
lation zu erhöhen, wurde bei einem Bindungsversuch das Anti-
serum des Kaninchens 34 mit denen der Kaninchen 35 und 36 zu
gleichen Teilen gemischt. Die Endverdünnung des Gemisches wird
wie die der Einzelsera 1:10000 gewählt.
HCT-Standardkurve (nach L c. 15)
Menschliches Calcitonin wurde nach der Chloramin-T-Methode
auf eine spezifische Aktivität von etwa 200 mCi/mg markiert und
anschließend chromatographisch gereinigt (15). Der hier ver-
wendete Antikörper wurde durch Immunisierung mit reinem
HCT in einer Ziege gewonnen. Die Endverdünnung des Anti-
serums betrug 1:2000. Der Inkubationsansatz, die verwendeten
Puffer sind früher beschrieben (15).
Bei der Erstellung der Standardkurve wurden ansteigende Mengen
von Hormonstandard (0,5 pg—80 pg) und konstante Mengen
125J-HCT (etwa 1000 Imp./min) mit einer konstanten Anti-
körperkonzentration über 72 h bei 4°C inkubiert. Die Trennung
von freiem und gebundenem Hormon erfolgte durch Zugabe von
Dextran-gesattigter Holzkohle und anschließendes Zentrifugieren
(15 min bei 2500 U/min).
HPL-Standardkttrve
Eine HPL-Standardkurve wurde mit einem Kit der Firma Phar-
macia (Phadebas HCS-Test) erstellt. 2ng 125J-HPL (spezifische
Aktivität 30nCi/ng) und steigende Mengen Hormonstandard
(0,5 g—8,0 g) werden 60 min in Raumtemperatur mit Anti-HPL-
Antiserum inkubiert, die Trennung von freier und gebundener
Phase erfolgt durch Zusatz von Äthanol zu den Reaktionsgefäßen
und Zentrifugieren (2min, 2000 U/min).
Beim T3 und beim HCT werden der freie, beim HPL der ge-
bundene Anteil des markierten Hormons in einem Gamma-
Probenwechsler (Tracerlab) gezählt.
Ergebnisse und Diskussion
Da bei weniger simplen mathematischen Modellen in
der Regel eine Vielzahl von verschiedenen Parametern
frei variiert werden können, um ein sogenanntes „curve-
fitting" der experimentellen Daten zu ermöglichen, ist
die Frage nach der Richtigkeit der zugrunde gelegten
Vorstellungen nur durch eine Mehrzahl von verschieden-
artigen, voneinander unabhängigen Experimenten über-
prüfbar. Wenn theoretisch erwartete Ergebnisse sich
experimentell nicht bestätigen lassen, wird das benutzte
Modell, werden die gemachten Annahmen und Voraus-
setzungen die Wirklichkeit jedenfalls nicht adäquat
beschreiben. In unserer speziellen Situation, bei dem
hier betrachteten Modell, kann nun folgendes erwartet
werden:
1. Bei der Strukturähnlichkeit der meisten Antikörper-
moleküle vom Typ IgG wird das Auftreten von auf-
steigenden B/F-Kurven das Normale und kein ver-
einzeltes Phänomen sein.
Dies hat sich inzwischen bei einer ganzen Reihe von
Hormon-Antikörperreaktionen bestätigt.
2. Ansteigende B/F-Kurven werden unabhängig von
der Art, wie freie und gebundene Phase getrennt
werden, auftreten.
Ansteigende B/F-Kurven haben sich nicht nur bei
Adsorptionsmethoden (3, 4), sondern auch bei elektro-
phoretischen Trennverfahren (3, 16), bei Ammonium-
sulfat-Präzipitationen (3), bei Alkoholpräzipitation3)
und bei Doppelantikörperfällmethoden3) ergeben.
3. Analog den klassischen Resultaten bei der O2-
Bindung an Hämoglobin werden die postulierten
Konformationsänderungen der Antikörpermoleküle
eine spezifische Temperatur- und pH-Wertabhängigkeit
zeigen.
Dies ist von uns bei unserem Trijodthyroninradioim-
munoassay nachgeprüft worden (Abb. 2).
4. Bei monovalenten Antikörperfragmenten (Fab-Frag-
mente) sind keine ansteigenden B/F-Kurven zu er-
warten.
Diese Erwartung ist experimentell von WEINTRAUB
et al.1) bestätigt worden.
5. Eine stark ausgeprägte Heterogenität der betreffenden
Antikörperpopulation muß das erwartete Bindungs-
3) Eigene Beobachtungen bei dem erwähnten H PL-Kit der
Firma Pharmacia.
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B als Funktion von F bei »«J-Tri-jodthyronin-Bindungsversuchen.
Die hafblogarithmische Auftra-
gungsart vergrößert die nur schwach
ausgeprägte Sigmoidität
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fationen kommt die Heterogenität: stärkerVüm Tragen (rechts)
verhalten entweder völlig überlagern oder wenigstens
eine Abschwächung ergeben.
Der erwartete Überlagerungseffekt wird indirekt durch
Bindungsstudien von ZIMMERING et al. (12) bei der
Bindung von Testosteron-17-Hemisuccinat an spe-
zifische Antikörper bestätigt. Nach Reinigung des
Antiserums auf drei verschiedene Arten ergeben sich
unterschiedliche Bindungsverhalten des gleichen Anti-
körpers, und zwar sigmoidale als auch hyperbolische
Dissoziationskurven (1. c. 12, insbesondere S. 156). Das
läßt sich durch verschiedene Heterogenitätsgrade der
jeweiligen Antikörperpopulation plausibel erklären.
Umgekehrt liegt es nahe zu versuchen, den Heterogeni-
tätsgrad von Antikörperpopulationen künstlich zu
vergrößern: Nach Durchmischung von drei verschie-
denen Antikörperpopuktionen gegen T3, die jede für
sich noch Gleichgewichtskurven ergeben, die bei der
Auftragung von 1/F gegenüber l/B eine Krümmung in
Richtung der l/B-Achse aufweisen, ist dieses Bindungs-
verhalten durch die vergrößerte Heterogenität voll-
ständig überlagert (Abb. 3).
6. Die Lage des maximalen B/F-Wertes wird die durch
die Gleichungen 17, 18 und 19 ausgedrückte AntU
körperkonzentrationsabhängigkeit zeigen.
Die erwähnten Gleichungen stimmen qualitativ mit den
Ergebnissen von MATSUKURA (3) recht gut überein.
7. Bei Verwendung der sogenannten „temperature-
jump"-Methode sollten für die verwendeten Anti-
körper vom Typ IgG zwei RelaxationsefFekte nachweis-
bar sein (9).
Diese Frage ist vor einiger Zeit in Göttingen von A.
FROESE untersucht worden (17). Leider haben sich nur
in wenigen Versuchsystemen bei der Messung der
Relaxationszeiten Anhaltspunkte für eine Konfor-
mationsänderung der Antikörpermoleküle ergeben. Die
ausgeprägte Heterogenität der betreffenden Antikörper-
population macht sich auch hier störend bemerkbar,
die bislang gefundenen Effekte sind schwach ausge-
prägt und ermöglichen keine abschließende Entschei-
dung in der einen oder der anderen Weise (L c. 17
S. 261/262). Ob bei den dort untersuchten Antigen-
Antikörperreaktionen gleichzeitig ansteigende B/F-
Kurven beobachtet wurden, ist uns nicht bekannt.
8. Konformationsänderungen von Antikörpermole-
külen sollten auch zu heterotropen Effekten führen.
GROSSBERG et al. berichteten 1965 von einem solchen
Effekt: Nach der Bindung von Haptenen an spezifische
Antikörper ist die enzymatische Proteolyse der Anti-
körpermoleküle durch Chymötrypsin deutlich redu-
ziert (18).
Die von D. RODBARD kürzlich angeregte Beschreibung4)
der Kooperativität bei der Bindung von Hormon-
4) Bislang unpublizierte Ergebnisse von D. RODBARD, die uns
aufgrund persönlicher Kommunikation bekannt sind.
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1 - Abb. 4Ansteigende B/F-Standardkurven beim Radioimmun-
assay von menschlichem Calcitonin (HCT) und mensch-
lichem Plazenta-Laktationshormon (HPL)
Kleinste%noch signifikant von Null unterscheidbareCalcitonin-Konzentration: l pg
0 10 20 30 40 50 60 70
HCT im Ansatz [pg] 0 1 2 3 4 5 6HPL im Ansatz [^g]
7 8 9
molekülen an Antikörper, die von gekoppelten Gleich-
gewichten
mit Affinitätskonstanten K ausgeht, ermöglicht
keine quantitative Beschreibung von solchen hetero-
tropen Effekten, kann also nicht alle bekannten ex-
perimentellen Daten beschreiben.
Die hier unter Punkt 5 aufgeführten experimentellen
Ergebnisse gestatten noch eine wichtige Folgerung:
Da die meisten Antigene mehrere Bindungsstellen
gegenüber spezifischen Antikörpern besitzen, liegt es
nicht fern, ausgehend von multivalenten Antigenen und
mindestens bivalenten Antikörpern aufsteigende B/F-
Kurven als Ergebnis von Präzipitationen anzusehen
(Netzwerktheorie). Der maximale B/F-Wert befände
sich dann in der sogenannten Äquivalefizzone, in einem
Bereich optimaler Vernetzung. Der Einfluß einer
wesentlichen Heterogenität der betreifenden Anti-
körperpopulation auf einen solchen Vernetzungsprozeß
ist quantitativ von PAULING et al. 1944 diskutiert
worden (19): Das Maximum in der Äquivalenzzone
läßt sich zwar weniger scharf abgrenzen, wird aber
nicht vollständig aufgehoben. Das hier nur durch Ver-
größerung des Heterogenitätsgrades der Anti-T3-
Antikörperpopulation vollständig veränderte Bindungs-
verhalten (Abb. 3) scheint eine Erklärung aufsteigender
B/F-Kurven mit Netzwerken auszuschließen.
Auf einen Gesichtspunkt sollte hier allerdings noch
eingegangen werden:
So wie auch bei einigen Enzym-Substrat-Reaktionen die
Annahme von Konformationsänderungen keineswegs
unzweifelhaft ist (20), sind auch bei Hormon-Anti-
körperreaktionen andere Mechanismen kooperativer
Bindung denkbar: Die von FISHER-GATES-CROSS an-
geregte Erklärung kooperativer Effekte läßt sich im
Prinzip auch auf Antigen-Antikörperreaktionen über-
tragen. Immerhin, aufsteigende B/F-Kurven sind kein
paradoxes Bindungsphänomen und die verfügbaren
Daten lassen eine Diskussion in der vorgenommenen
Weise gerechtfertigt erscheinen.
Der an sich bekannte (1. c. 21) Zusammenhang zwischen
ansteigenden B/F-Kurven und homotropen alloste-
rischen Effekten ist im Bereich der klinisch orientierten
Hormonforschung bislang wenig beachtet worden. Die
bisher gefundenen Ergebnisse zur Charakterisierung
optimaler Versuchsbedingungen bei radioimmunche-
mischen Hormonnachweismethoden gehen von zu
einfachen Modellen der Hormon-Antikörperreaktion
aus und sind in konkreten Fällen" irreführend. Darauf
haben wir kürzlich hingewiesen (4). Eine Vergrößerung
der Empfindlichkeit ist uns in unserem Labor bei ver-
schiedenen Versuchssystemen dadurch gelungen, daß
nach experimenteller Bestimmung von [HJMAX bei
der jeweils benutzten Antikörperkonzentration die
zugesetzte Menge markierten Hormons etwas größer
als [H]MAX gewählt wurde. Der Versuch, bei einem
Calcitoninradioimmunoassay im aufsteigenden Teil der
B/F-Kurven Hormonkonzentrationen zu messen und
damit eine Vergrößerung der Empfindlichkeit zu er-
reichen, hat sich deswegen als schwierig erwiesen, weil
durch die relativ geringe spezifische Aktivität der mar-
kierten Calcitonin-Moleküle und bei der notwendig
kleinen konstant zugesetzten Menge markierten Hor-
mons zu geringe Zählraten eine hohe Streuung be-
wirken (vgl. Abb. 4).
Die naheliegende Frage nach» der biologischen Be-
deutung einer kooperativen Bindung von Antigen-
molekülen an spezifische Antikörper und der Beein-
flußbarkeit dieser Kooperativität durch Temperatur-
und pH-Wertänderungen ist noch unklar und muß
weiter untersucht werden.
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Anhang




















Hormon-Antikörperkomplex bestehend aus i
Hormonmolekülen und j Antikörpermole-
külen i, j = 0, l, 2, 3, . . . Falls ein Index den
Wert Eins hat, wird er weggelassen (z. B.
HAK bezeichnet den Komplex J
Konzentrationen von H, AK, HAK bzw.
H2AK während eines Gleichgewichtes
Ausgangskonzentrationen vor Beginn der
Reaktion
Gleichgewichtskonstanten
Zählrate für das freigebliebene markierte
Hormon beim Gleichgewicht. Einheiten von
F: Imp./min
B Zählrate für das gebundene Hormon beim
Gleichgewicht
(B/F)MAX maximaler B/F-Wert einer Bindungs- bzw.
Standardkurve bei fester Antikörperkonzen-
tration
[H]MAX Ausgangshormonkonzentration, die bei fester
Ausgangsantikörperkonzentration den maxi-
malen B/F-Wert ergibt
V durch Verteilungsfunktion f(K) bestimmter
Heterogenitätsindex der betreffenden Anti-
körperpopulation, 0 ^  V ^  1.
Abkürzungen des allosterischen Modells (l. c. 2)
RI, Ti bezeichnen einmal die Komplexe HiAK,
wobei sich das Antikörpermolekül im R-
bzw. T-Zustand befindet, zum anderen aber
•auch die sich beim Gleichgewicht einstellenden
Konzentrationen der betreffenden Komplexe
L Gleichgewichtskonstante zwischen R- und
T-Zustand in Abwesenheit der Liganden
KR, K Gleichgewichtskonstanten bei der Hormon-
Antikörperbindung · im R- bzw. T-Zustand
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